Использование метода ВЭЖХ при контроле качества ацикловирсодержащих лекарственных средств by Моисеев, Д. В. et al.
Вестник фармации №  3 (29) 2005
ФАРМАЦЕВТИЧЕСКАЯ ХИМИЯ
Д.В. Моисеев, А.И. Жебентяев,
П.Т. Петров1, Л.П. Губина1, Т.В. Трухачева1
ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МЕТОДА ВЭЖХ 
ПРИ КОНТРОЛЕ КАЧЕСТВА АЦИК­
ЛОВИРСОДЕРЖАЩИХ ЛЕКАРСТ­
ВЕННЫХ СРЕДСТВ




Разработана простая и экспрессная ме­
тодика ВЭЖХ определения ацикловира в 
ЛС. Определение ацикловира проводится 
на обращенно-фазовой колонке (Zorbax 
SB С-18, 250x4,6 мм, 5 мкм) с изократи- 
ческим режимом элюирования 0,01 М  
дигидрофосфатом калия (рН=5,0), со­
держащим 5% ацетонитрила (по объе­
му). Градуировочный график для ацикло­
вира линеен в пределах 10-200 мкг/мл 
(RSD% <1 %); для гуанина 0,1-10 мкг/мл 
(RSD% <5%).
Ацикловир (9-[2-гидроксиэ-токси- 
метил]-9Н-гуанин) является ациклическим 
аналогом природного нуклеозида -  2'- 
дезоксигуанидина. На протяжении многих 
лет ацикловир занимает ведущее место в 
лечении инфекций, вызванных вирусом 
простого герпеса (ВПГ) типов 1 и 2. Меха­
низм его противогерпетического действия 
основан на ингибировании синтеза вирус­
ной ДНК. После проникновения в пора­
женную ВПГ клетку ацикловир под влия­
нием вирусной тимидинкиназы превраща­
ется в ацикловир-монофосфат, который 
при участии клеточных ферментов после­
довательно превращается в ацикловир- 
дифосфат и ацикловир-трифосфат. Ацик- 
ловир-трифосфат избирательно блокирует 
сборку вирусной ДНК, при этом практиче­
ски не влияя на репликацию ДНК клетки 
человека.
Анализ ацикловира и гуанина, глав­
ной примеси при синтезе субстанции и од­
ного из продуктов деструкции ацикловира, 
описан в нормативной документации на
лекарственные средства ацикловира. Оп­
ределение посторонних примесей обычно 
проводится хроматографическими мето­
дами: тонкослойной хроматографии [1, 2, 
8, 9, 14] или методом ВЭЖХ [3-6,10,14,15]. 
В таблице 1 приведены основные условия 
определения ацикловира в лекарственных 
средствах методом ВЭЖХ.
При выполнении анализа ацикло­
вирсодержащих лекарственных средств 
методом ВЭЖХ чаще всего используются 
подвижные фазы со значением pH 3,5 и 
меньше. Однако при таких значениях pH 
подвижной фазы основная примесь ацик­
ловирсодержащих лекарственных средств 
-  гуанин - находится в двух формах (про- 
тонированной и непротонированной -  по­
казатель константы кислотности гуанина 
равен 3,3) и, следовательно, на хромато­
грамме гуанин может присутствовать в ви­
де двух пиков. Также, при использовании 
подвижной фазы без органического моди­
фикатора снижается ресурс хроматографи­
ческой колонки с привитыми гидрофоб­
ными группами.
Целью настоящей работы являлась 
разработка методики контроля качества 
(качественное и количественное определе­
ние ацикловира и его основных примесей) 
лекарственных средств, лишенной пере­
численных выше недостатков.
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Работа выполнялась на жидкостном 
хроматографе фирмы Agilent HP 1100, в 
комплекте с системой подачи и дегазации 
на четыре растворителя G1311A, диодно­
матричным детектором G1315B, термоста­
том колонок G1316A, устройством для ав­
томатического ввода образцов (автосэм­
плер) G1313A. Сбор данных, обработка 
хроматограмм и спектров поглощения 
проводилась с помощью программы Ag­
ilent ChemStation for LC 3D.
Разделение проводилось на хрома­
тографической колонке Zorbax StableBond 
С-18 250x4,6 мм, размер частиц 5 мкм. 
Подвижная фаза: 0,05 М раствор дигидро­
фосфата калия рН=5,0 и ацетонитрил в со­
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отношении 95:5 (по объему), скорость по­
дачи подвижной фазы 1 мл/мин, объем 
пробы 10 мкл. Рабочая длина волны 254 
нм выбрана на основании анализа спектров 
поглощения в области максимумов пиков 
определяемых веществ. Разделение прово­
дилось при температуре колонки 40°С, 
давление в системе около 70 bar.
Таблица 1




















Мазь Nucleosil С -18 
(250x4, 5мкм)
ледяная уксусная кислота и во­
да (0,25:99,75)
1,5 20 [10]
Таблетки, мазь Supelco LC-18 
(250x4,6, 5 
мкм)
0,01 М дигидрофосфат натрия 
(рН=3,5) по фосфорной кислоте 
и ацетонитрил. Градиентное 
элюирование от 5% до 25% 









0,02 М уксусная кислота 1,0-3,0 20-50 [15]
Субстанция С-18 (100x4,6, 
3 мкм)
6.0 г дигидрофосфата натрия и
1.0 декансульфоната натрия в 
900 мл воды (рН=3 по фосфор­
ной кислоте), 40 мл ацетонит­
рила, довести до 1000 мл
2,0 20 [14]
В качестве рабочего стандартного 
раствора использовали раствор, содержа­
щий 0,1 мг/мл ацикловира и 0,7 мкг/мл 
гуанина. Срок годности данного раствора 
1 месяц при температуре хранения 2-8 °С.
РЕЗУЛЬТА ТЫ И  И Х ОБСУЖДЕНИЕ
При разработке методики использо­
вались рекомендации, приведенные в ли­
тературе [6,11-15]. Рассчитанные значения 
относительных стандартных отклонений 
(RSD%) для пика основного вещества -  
ацикловира - не превышают 1% (10 - 200 
мкг/мл), для примеси -  гуанина - не пре­
вышают 5% (0,1-10 мкг/мл), т.е. находятся 
в пределах, рекомендованных для количе­
ственного анализа Л С [11]. Значения ко­
эффициентов разделения (а) и разрешения 
(Rs) для двух соседних пиков указывают 
на хорошее разделение соответствующих 
веществ (таблица 2).
Оценка устойчивости аналитиче­
ской системы к небольшим изменениям 
условий хроматографирования 
(робастность методики)
При разработке методики анализа 
было изучено влияние следующих пара­
метров: изменение содержания органиче­
ского растворителя в элюенте (±2%); из­
менение pH буферного раствора (±0,5) и 
температуры колонки (±5°С). В таблице 3 
приведены времена удерживания при из­
менении перечисленных параметров.
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Таблица 2

















Гуанин 3,14 ~ 4.000 0,9-1,2 ~1,2 ~3,7Ацикловир 3,72 ~ 15.000 0,8-0,9
Рис. 1. Хроматограмма мази ацикловира 5% (производитель ЗАО «Вертекс», Россия).
Таблица 3
Влияние различных параметров на время удерживания ацикловира и гуанина________
Содержание органиче­
ского модификатора, % Значение pH
Температура, °С








3,39 3,14 2,75 3,11 3,13 3,12 3,20 3,14 2,99
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Как видно из таблицы 3, наиболь­
шее влияние на время удерживания оказы­
вает концентрация органического модифи­
катора, высота пика при этом составляет 
около 77% (при концентрации ацетонит­
рила в ПФ 3%) и 154% (при концентрации 
ацетонитрила в ПФ 7%) от высоты пика 
при концентрации ацетонитрила в ПФ 5%. 
При понижении температуры разделения 
на 5°С высота пика снижается (до 94%), 
при повышении на 5°С увеличивается (до 
104%) от высоты пика при 40°С. Измене­
ние значения pH ПФ не оказывает замет­
ного влияния на высоту пика. Таким обра­
зом, при обработке результатов измерения 
предпочтительнее использовать значения 
площадей пиков веществ, т.к. площадь пи­
ка при изменении данных параметров ос­
тается неизменной.
Проверка линейности зависимо­
сти величины отклика детектора от 
концентрации определяемого вещества
Градуировочный график линеен при 
концентрациях ацикловира 10- 200 мкг/мл. 
Относительное стандартное отклонение 
RSD% (для п=5) при содержании ацикло­
вира 100 мкг/мл (концентрация РСО) со­
ставляет 0,21%, при других концентрациях 
RSD% не превышает 1%. Относительное 
стандартное отклонение (для п=5) при со­
держании гуанина 1 мкг/мл (т.е. концен­
трация, близкая к допустимой норме со­
держания гуанина как примеси в РСО) со­
ставляет 1,02%, при других концентрациях 
RSD% не превышает 5%. Линейное урав­
нение для расчета содержания гуанина во 
вводимой пробе имеет вид:
Сгуан = 0,3221 • SryaH -  1,4475 (R=0,9993).
Градуировочный график для расчета содержания ацикловира приведен на рис.2.
Площадь пика
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Рис. 2. Градуировочный график для расчета концентрации ацикловира по площади пика
Пробоподготовка
1. Определение ацикловира в мазе­
вых формах
Точную навеску мази, содержащую 
в пересчете около 0,1 г ацикловира (2 г -  
5% мази или 4 г -  2,5% ), помещают в хи­
мический стакан вместимостью 50,0 мл,
прибавляют 20,0 мл 0,1 М раствора натрия 
гидроксида и выдерживают на водяной ба­
не при температуре (60±5)°С в течение 15 
минут, периодически помешивая. Содер­
жимое стакана переносят в мерную колбу 
вместимостью 200,0 мл, доводят объем 
раствора водой очищенной, предваритель-
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но нагретой до 60°С, тщательно переме­
шивают, охлаждают до комнатной темпе­
ратуры, доводят объем раствора до метки 
водой и фильтруют (белая лента). 10 мл 
профильтрованного раствора помещают в 
мерную колбу вместимостью 50,0 мл, до­
водят объем раствора до метки 0,01 М рас­
твора натрия гидроксида, перемешивают и 
фильтруют через мембранный фильтр с 
диаметром пор 0,45 мкм, отбрасывая пер­
вые 10 мл фильтрата.
2. Определение ацикловира в таб­
летках
Растирают в ступке 10 таблеток. 
Около 0,41 г (точная навеска) порошка 
таблеток помещают в мерную колбу вме­
стимостью 200,0 мл, прибавляют 20,0 мл 
0,1 М гидроксида натрия, встряхивают в 
течение 15 минут, доводят объем раствора 
до метки водой очищенной и фильтруют 
(белая лента). 5 мл профильтрованного 
раствора помещают в мерную колбу вме­
стимостью 50,0 мл, доводят объем раство­
ра до метки 0,01 М раствора натрия гидро­
ксида, перемешивают и фильтруют через 
мембранный фильтр с диаметром пор 0,45 
мкм, отбрасывая первые 10 мл фильтрата.
3. Приготовление рабочего стан­
дартного образца (РСО) ацикловира
Около 0,1000 г ацикловира (точная 
навеска) помещают в мерную колбу вме­
стимостью 200,0 мл, прибавляют 20,0 мл 
0,1 М раствора натрия гидроксида, взбал­
тывают до растворения и доводят объем 
раствора водой очищенной. 10 мл полу­
ченного раствора переносят в мерную кол­
бу вместимостью 50,0 мл, доводят объем 
раствора до метки 0,01 М раствора натрия 
гидроксида, перемешивают и фильтруют 
через мембранный фильтр с диаметром 
пор 0,45 мкм, отбрасывая первые 10 мл 
фильтрата.
По 10 мкл испытуемого раствора и 
раствора РСО попеременно хроматографи­
руют на жидкостном хроматографе, полу­
чая не менее 5 хроматограмм для каждого 
раствора.
Обработка результатов измерений
1. Расчет количественного содержа­
ния ацикловира
Количественное содержание ацик­




S x -m 0 • 100%
So ' т х 
S x -т 0 - 2 - b
S0' т\
где:
Si -  среднее значение площадей пи­
ков ацикловира, вычисленное из хромато­
грамм испытуемого раствора;
So -  среднее значение площадей пи­
ков ацикловира, вычисленное из хромато­
грамм стандартного раствора;
mi -  масса навески препарата в 
граммах;
то  -  масса навески ацикловира в
РСО;
b -  средняя масса одной таблетки 
ацикловира.
2. Расчет количественного содержа­
ния примесей
Количественное содержание приме­
си гуанина в ацикловире (время удержива­
ния пика гуанина на хроматограмме испы­
туемого раствора должно совпадать со 
временем удерживания пика гуанина на 
хроматограмме стандартного раствора) в 
мазях и таблетках находят по формуле:
^  -0 ,9 -100%
со....... =  — -----------------------------------------------—
где:
SryaH -  среднее значение площадей 
пиков гуанина, вычисленное из хромато­
грамм испытуемого раствора;
S06m -  среднее значение суммы 
площадей всех пиков на хроматограмме, 
вычисленное из хроматограмм испытуемо­
го раствора;
0,9 -  фактор отклика детектора для 
гуанина по отношению к ацикловиру.
3. Содержание прочих примесей 
рассчитывается по формуле:
S  -100%прим
со.....=  — ----------------
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где:
SnpHM -  среднее значение суммы 
площадей всех пиков примесей, кроме 
гуанина, на хроматограмме, вычисленное 
из хроматограмм испытуемого раствора;
Бобщ -  среднее значение суммы 
площадей всех пиков на хроматограмме, 
вычисленное из хроматограмм испытуемо­
го раствора.
Результаты анализов ацикловир­
содержащих ЛС методом ВЭЖХ
Разработанная методика была испы­
тана при анализе ЛС различных произво­
дителей: мазь ацикловира 5% - ОАО
«Нижфарм» серия 10205, ОАО «Фарма­
цевтическая фабрика Санкт-Петербурга» 
серия 171204, ЗАО «Вертекс» серия 
030205; мазь ацикловира 2,5% - ОАО «Ки- 
евмедпрепарат» серия 200305; таблетки 
ацикловира 0,2 г -  ОАО «Фармакон» серия 
10405. Результаты количественного со­
держания ацикловира в мазях и таблетках, 
рассчитанные по градуировочному графи­
ку и по отношению площадей пиков ис­
следуемых образцов и РСО, не отличались 
друг от друга по t - критерию (Р=0,95; 
п=5). Результаты анализов представлены в 
таблице 4 (Р=0,95, п=5).
Таблица 4



































кон» 0,196±0,002 0,86 0,45±0,03 5,12
Как видно из таблицы 4, по содер­
жанию действующего вещества все лекар­
ственные средства соответствуют норма­
тивной документации (содержание дейст­
вующего вещества в мазях должно состав­
лять 90-110% от регламентируемого, в 
таблетках 95-105%). Относительное стан­
дартное отклонение результатов определе­
ния не превышало рекомендуемых 2% для 
действующего вещества и 10% для опре­
деления примесей.
Таким образом, разработанная ме­
тодика контроля качества ацикловирсо­
держащих лекарственных средств отлича­
ется высокой точностью, воспроизводимо­
стью и эффективностью и позволяет уве­
личить ресурс хроматографической колон­
ки без потери качества анализов.
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SUMMARY
Moiseev D.V., Zhebentayev A.I., Petrov P.T., 
Gubina L.P., Trukhacheva T.V. 
DETERMINATION OF ACYCLOVIR IN 
PHARMACEUTICAL FORMULATIONS 
BY HPLC
Fast and simple procedure for the determina­
tion of the acyclovir in pharmaceutical prepa­
rations by HPLC is described. A reversed- 
phase column (Zorbax SB C-18, 250x4,6 mm, 
5 mcm) with isocratic elution by 0,01 M po­
tassium phosphate buffer (pH=5,0) containing 
5% acetonitrile (v./v.) is used to separate acy­
clovir. The calibration graph for acyclovir 
was linear from 10-200 mcg/ml (RSD <1%); 
graph for guanine was linear from 0,1-10 
mcg/ml (RSD <5%).
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